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LABORATORNÍ PŘÍSTROJE A POSTUPY 

Experimentální část 
 
E l e k t r o m i g r a č n í  m e t o d y  
 

Pro elektroforetickou separaci (CITP a CZE) byl pou-
�it isotachoforetický analyzátor ZKI 02 (Labeco, Sloven-
ská republika) ovládaný programem ITPWin 2.20 
(KasComp, Slovenská republika). Separace byly provádě-
ny v FEP (fluorovaný kopolymer ethylenu a propylenu) 
analytické kapiláře (160 mm × 0,3 mm I.D.) s přímou vo-
divostní detekcí. Vzorky byly  do systému dávkovány po-
mocí dávkovacího kohoutu s fixním objemem 35 µl v ITP 
modu pro separace pomocí CITP a v případě CZE kohou-
tem s objemem 200 nl. Hodnota aplikovaného konstantní-
ho proudu v CZE módu byla 20 µA (~5 kV) a 75 µA, resp. 
30 µA v módu CITP. 

Pracovní elektrolyty byly připraveny z kyseliny 2-      
-[N-morfolino]ethansulfonové (MES), kyseliny 6-amino-
kapronové (EACA), kyseliny kapronové, hydroxypropyl-
methylcellulosy (HPMC) (Sigma-Aldrich, Česká republi-
ka) a L-histidinu (Reanal, Maďarsko). Kyselina chlorovo-
díková (Lachema Brno, Česká republika) byla přeči�těna 
izotermickou destilací. Základní roztoky standardů kyselin 
byly připravené rozpu�těním přesně odvá�eného mno�ství 
octanu sodného, kyseliny propionové (VEB Laborchemie 
Apolda, Německo), mléčnanu litného (Fluka Chemie AG, 
�výcarsko), máselnanu sodného a fosforečnanu sodného 
(Sigma-Aldrich, Česká republika) v destilované vodě.  
 
V z o r k y  s i l á � í  a  j e j i c h  ú p r a v a  
 

Řezanka z vojtě�ky byla silá�ována v laboratorním 
měřítku v sáčcích a pro ka�dou analýzu byl otevřen jeden 
sáček. Odebráno bylo v�dy 5 g materiálu, přidáno bylo 
20 ml ethanolu a 0,5 ml chloroformu a vzorky byly sklado-
vány při �18 °C. Při extrakci vodou byl takto upravený 
vzorek kompletně převeden do 500 ml kádinky a k němu 
bylo přidáno přesně 200 ml vody. Obsah v kádince byl 
pou�itím ručního mixéru (AEG, E EM 0031, Německo) 
homogenizován po dobu 3 minut a následně zfiltrován 
přes filtrační papír (Filtrak 390, Niederschlag, Německo). 
Takto připravené filtráty byly 100, 50, 25 nebo 10krát 
naředěny s ohledem na obsah kyselin ve vzorku. Před 
vlastní analýzou byly tyto roztoky filtrovány přes membrá-
nový filtr WN, 0,45 µm (P-lab, Česká republika). 
  
 
Výsledky a diskuse  
 
K a p i l á r n í  z ó n o v á  e l e k t r o f o r é z a  
 

Slo�ení nosného elektrolytu bylo zvoleno s ohledem 
na pou�itou vodivostní detekci tak, aby jeho specifická 
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Úvod 
 

Kyseliny octová, mléčná, propionová a máselná jsou 
produkty fermentačních procesů při silá�ování píce a jejich 
obsah i relativní zastoupení jsou jedním z hlavních kritérií 
pro posouzení kvality silá�e. Tradiční metodou1,2 bylo 
hodnocení pomocí tzv. Fliegovy stupnice, kdy je vzorek 
silá�e destilován s vodní parou a kyselina octová a másel-
ná jsou poté stanoveny v destilátu titračně. Do výpočtu se 
dále zahrnuje pH vodného výluhu a obsah su�iny a výsle-
dek je vyjádřen pomocí bodů odvozených z nelineární 
stupnice. Přesnost této metody je značně omezena nízkou 
selektivitou, a proto byly hledány účinněj�í separační ana-
lytické postupy. Hodnocení kvality silá�í se v ČR provádí 
podle ČSN 467092 a ČSN 467012 metodami odvozenými 
od metody popsané Fliegem1. V současné době mohou být 
karboxylové kyseliny v silá�ích sledovány nejrůzněj�ími 
chromatografickými metodami (plynová3, kapalinová4−7 
a tenkovrstvá8 chromatografie) i elektromigračními techni-
kami9,10. Velkou výhodou elektromigračních metod oproti 
chromatografickým je jednoduchá příprava vzorku, co� je 
zvlá�tě důle�ité pro rutinní analýzy velkých souborů vzor-
ků. Rovně� doba analýzy je obvykle krat�í při stejné sepa-
rační účinnosti. 

Cílem práce bylo stanovit kyselinu mléčnou, octovou, 
propionovou a máselnou v silá�ích vojtě�ky (Medicago 
sativa) pou�itím kapilárních elektromigračních metod; 
nalézt vhodné separační podmínky pro jejich rychlou ana-
lýzu pomocí kapilární zónové elektroforézy (CZE) a tyto 
výsledky srovnat s kapilární isotachoforézou (CITP) stan-
dardně11 pou�ívanou pro analýzu silá�í. 
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elektrická vodivost byla pokud mo�no co nejmen�í. Sepa-
race byla optimalizována v nosných elektrolytech s pH 
v intervalu od 5,5 do 6,5 na standardní směsi kyselin a fos-
fátu, který v tomto intervalu pH migruje v blízkosti kyseli-
ny mléčné a propionové, hodnoty pH nosného elektrolytu 
byly nastaveny změnou poměru mezi MES a L-histidinem. 
V elektrolytu o slo�ení 6 mM MES a 4 mM L-histidin 
(pH 5,9) byly kyseliny mléčná a propionová od fosfátu 
spolehlivě odděleny, pokud byla koncentrace ka�dé z nich 
v intervalu 10�60 µmol.l−1 (obr.1a). 

Pětibodové kalibrační křivky byly změřeny pro 
kyselinu octovou a kyselinu mléčnou v intervalu 50�500 
µmol.l−1 a pro kyselinu propionovou, máselnou a fosfát 
v rozmezí koncentrací 20�60 µmol.l−1 s ohledem na to, 
�e tyto kyseliny byly ve vzorcích v minoritním zastoupe-
ní (tab. I). Limit detekce (LOD), stanovený jako poměr 
S/N = 3, pro tyto kyseliny je 3 µmol.l−1 a limit kvantifi-
kace (LOQ), poměr S/N = 10 (S/N − Signal/Noise), je 

10 µmol.l−1. Metoda tedy má 10× ni��í detekční limit ne� 
metoda přímé UV detekce při 185 nm, kterou pro stanovení 
karboxylových kyselin v silá�i pou�il Buchberger a spol.10 
Doba trvání analýzy za těchto podmínek byla 7 minut.  

 
K a p i l á r n í  i s o t a c h o f o r é z a  

 
Pro stanovení karboxylových kyselin je mo�né pou�ít 

několik různých elektrolytových systémů. Hodnota pH 
vedoucího elektrolytu je obvykle v intervalu 3 a� 5 a slo-
�ení koncového elektrolytu je voleno podle toho, jaké kar-
boxylové kyseliny je třeba stanovit. Elektrolytový systém 
pou�itý v této práci se skládal z vedoucího elektrolytu 
(LE): 10 mM HCl + 22 mM EACA + 0,05 % (m/v) HPMC 
(pH 4,5), a koncového elektrolytu (TE): 5 mM kyselina 
kapronová. Tento systém je odli�ný od systému pou�itého 
Bočkem a spol.9 pro analýzu silá�í, ale je na na�em praco-
vi�ti standardně pou�íván např. pro analýzu těchto kyselin 
v sýrech. Pětibodové kalibrační křivky (tab. I) byly pro 
kyselinu octovou, mléčnou, propionovou a máselnou změ-
řeny v intervalu koncentrací 40�120 µmol.l−1. Limit detek-
ce pro CITP stanovení ka�dé kyseliny je 2 µmol.l−1 a limit 
kvantifikace, stanovený jako 1 s zóna, je 5 µmol.l−1. 
Z hlediska citlivosti je tato metoda srovnatelná s CZE sta-
novením. Doba jedné analýzy ale byla 21 minut, co� je 
oproti CZE hodnota zhruba třikrát vy��í. 

Obr. 1. Elektroforegram standardní směsi 60 µmol.l−1 (a), 
vzorku silá�e se správným (b) a nesprávným (c) průběhem 
fermentačního procesu. (b) vzorek 6 (tab. II) 100× zředěný, (c) 
vzorek 4 (tab. II) 10× zředěný; 1 - kyselina octová, 2 - kyselina 
mléčná, 3 - fosfát, 4 - kyselina propionová, 5 - kyselina máselná 

Tabulka I 
Koeficienty kalibračních rovnic jednotlivých analytů a 
jejich korelační koeficient r. CZE: c = a.A + b  [µmol.l−1], 
CITP: c = a.L + b  [µmol.l−1] 

Analyt a b  r 

CZE    

Kyselina octová 0,349 0,276 0,998 

Kyselina mléčná 0,364 1,065 0,998 

Kyselina propionová 0,346 0,605 0,997 

Kyselina máselná 0,328 3,821 0,999 

Fosfát 0,293 3,015 0,998 

Kyselina octová 3,5 18,9 0,998 

Kyselina mléčná 5,3 1,1 0,998 

Kyselina propionová 7,9 12,3 0,995 

Kyselina máselná 5,0 11,9 0,999 

CITP    

A − plocha píku, L − délka zóny 
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Pořadí separace v CZE módu je: kyselina octová, 
mléčná, fosfát, kyselina propionová a máselná (obr. 1a). 
Proto�e je záměrem pou�ít tuto metodu pro posuzování 
kvality silá�í, je nezbytné, aby analyty byly dokonale sepa-
rovány i ve vzorcích s nestandardním obsahem kyselin. Na 
obrázku 1b je záznam kvalitního vzorku silá�e (vz. 6, 
tab. II), vzorek obsahuje pouze kyseliny mléčnou a octo-
vou. Silá� (vz. 4, tab. II), u které do�lo k zvrhnutí správné-
ho fermentačnímu procesu, obsahuje vysokou koncentraci 
kyseliny propionové a máselné a jen velmi málo kyseliny 
mléčné (obr. 1c). V módu CITP se pořadí kyselin při sepa-
raci li�í a zóna kyseliny octové migruje a� za kyselinou 
mléčnou. Rozdíly mezi relativními vý�kami zón analytů 
jsou dostatečně rozdílné (obr. 2a) a separaci neru�í �ádná 
ze slo�ek matrice vzorku. Pro srovnání jsou na obrázcích 
2b a 2c uvedeny záznamy stejných vzorků jako na obráz-
cích 1b a 1c. 
 

S r o v n á n í  C Z E  a  C I T P   
  

Pomocí vypracovaných metodik CZE a CITP byla 
stanovena koncentrace kyselin v 10 vzorcích modelových 
silá�í (tab. II). Pro porovnání obou metod byla kapilární 
isotachoforéza  pova�ována za metodu referenční. Porov-
náním obsahů v�ech kyselin (obr. 3) naměřených oběma 
metodami (30 hodnot, tab. II), byla získána rovnice regres-
ní přímky ve tvaru: cCZE = (1,22 ± 0,05).cCITP � (0,6 ± 0,5); 
r = 0,962. Z hodnot parametrů této regresní přímky, směr-
nice a úseku na ose y je patrné, �e CZE metoda poskytuje 
systematicky vy��í hodnoty. Největ�í rozdíly vykazují 

Obr. 2. Isotachoforegram standardní směsi 60 µmol.l−1 (a), 
vzorku silá�e se správným (b) a nesprávným (c) průběhem 
fermentačního procesu. (b) vzorek 6 (tab. II) 20× zředěný, (c) 
vzorek 4 (tab. II) 20× zředěný; 1 - kyselina octová, 2 - kyselina 
mléčná, 3 - fosfát, 4 - kyselina propionová, 5 - kyselina máselná 

Tabulka II  
Výsledky stanovení koncentrace (v mg.g−1) kyseliny mléč-
né, octové a propionové v silá�ích metodami CZE a CITP 

Vzorek Octová Mléčná Propionová Máselná 

      CITP   

1. 4,4 ± 0,2 6,21 ± 0,03 − a 0,95 ± 0,05 

2. 4,8 ± 0,8 6,29 ± 0,02 1,22 ± 0,02 3,9 ± 0,1 

3. 2,5 ± 0,2 7,53 ± 0,04 0,61 ± 0,02 5,20 ± 0,09 

4. 11,42 ± 0,6 1,03 ± 0,05 4,47 ± 0,03 8,1 ± 0,2 

5. 8,47 ± 0,02 0,5 ± 0,3 1,98 ± 0,01 10,3 ± 0,5 

6. 16,20 ± 0,02 15,3  ± 0,2 − a − a 

7. 7,22 ± 0,4 26,4 ± 0,3 − a − a 

8. 14,5 ± 0,3 19,4 ± 0,2 − a − a 

9. 12,01 ± 0,05 17,10 ± 0,04 − a − a 

10. 5,5 ± 0,2 12,89 ± 0,05 0,5 ± 0,1 5,6 ± 0,2 

      CZE   

1. 5,5 ± 0,2 8,9 ± 0,2 − a 1,0 ± 0,1 

2. 5,6 ± 0,2 7,9 ± 0,1 1,3 ± 0,3 4,5 ± 0,1 

3. 1,8 ± 0,1 9,4 ± 0,5 0,55 ± 0,05 7,0 ± 0,3 

4. 12,5 ± 0,1 0,39 ± 0,02 4,9 ± 0,3 7,9 ± 0,2 

5. 10,7 ± 0,7 − a 2,9 ± 0,2 13,0 ± 0,5 

6. 17,21 ± 0,05 17,2 ± 0,1 − a − a 

7. 8,05 ± 0,01 35,5 ± 0,2 − a − a 

8. 15,6 ± 0,8 25 ± 1 − a − a 

9. 10,2 ± 0,1 17,70 ± 0,05 − a − a 

10. 2,9± 0,2 14,5± 0,1 0,84 ± 0,05 4,0 ± 0,2 

a Méně ne� detekční limit 
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stanovené koncentrace kyseliny mléčné (tab. II), a tato se 
také nejvíce podílí na hodnotě směrnice regresní přímky, 
která je vy��í ne� očekávaná hodnota 1. Ne v�echny kyse-
liny v�ak vykazují stejné rozdíly koncentrací, proto byly 
stejným způsobem vyhodnoceny jednotlivé kyseliny 
(tab. III). Statistické vyhodnocení prokázalo, �e koncentra-
ce kyseliny mléčné se odli�ují nejvíce a také �e metoda 
CZE poskytuje systematicky vy��í nálezy kyseliny mléčné. 
Koncentrace zbylých tří kyselin jsou vzájemně srovnatel-
né, neboť interval spolehlivosti koeficientů a a b jejich 
regresních přímek (tab. III) v sobě zahrnuje 1, resp. 0, a 
proto se dají CZE a CITP pova�ovat za metody, jen� po-
skytují stejné výsledky stanovení kyseliny octové, propio-
nové a mléčné. 

Vy��í nálezy kyseliny mléčné z CZE stanovení je 
mo�né vysvětlit tím, �e při CZE stanovení migruje společ-
ně s kyselinou mléčnou také jedna ze slo�ek matrice vzor-
ku, kterou není mo�né od kyseliny mléčné oddělit za pou-

�itých podmínek analýzy. Ostatní analyty jsou dobře sepa-
rované a �ádná ze slo�ek matrice vzorku jejich analýzu 
neru�í. 
 
 
Závěr 
 

Výsledky prezentované v této práci ukazují, �e CZE 
je mo�né pou�ít jako alternativní techniku k CITP pro 
stanovení karboxylových kyselin v silá�ích. Zále�í pouze 
na tom, zda je třeba analyzovat velké mno�ství vzorků 
v co nejkrat�ím čase, a v tomto případě pou�ít CZE meto-
du s 3× krat�ím časem jedné analýzy a nebo klást důraz na 
absolutní hodnotu koncentrace kyseliny mléčné a zvolit 
v tomto případě přesněj�í stanovení pomocí CITP. Metoda 
CZE nalezne vyu�ití zvlá�tě v případech, kdy se průbě�ně 
sledují změny obsahu karboxylových kyselin během fer-
mentačního procesu, a tudí� není kladen takový důraz na 
absolutní hodnoty obsahu kyselin. 

 
Tato práce je součástí ře�ení projektu GA ČR č. 

523/00/0567. 
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Obr. 3. Grafické srovnání koncentrací kyselin stanovených 
CITP a CZE; ○ � kyselina mléčná, □ � kyselina octová, ∆ �
 kyselina propionová, × � kyselina máselná 

Tabulka III  
Koeficienty regresních přímek statistického srovnání kon-
centrací jednotlivých kyselin stanovených CITP a CZE, 
cCZE = a.cCITP + b 

Analyt Počet  

  bodů  a b r 

Kyselina mléčná 9 1,4 ± 0,1 −1,7 ± 1,3 0,98 

Kyselina octová 10 1,05 ± 0,09 0,4 ± 1,0 0,97 

Kyselina propio-
nová 

5 1,1 ± 0,2 0,2 ± 0,3 0,98 

Kyselina máselná 6 1,2 ± 0,3 −0,6 ± 1,4 0,94 

Koeficienty regresní přímky  

×

××
∆

∆
× ×

∆×∆∆
c(CITP), 
mg.g-1

c(CZE), 
mg.g-1
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Analysis of acetic, lactic, propionic, and butyric acids 
in silages using both capillary zone electrophoresis (CZE) 
with conductivity detection and capillary isotachophoresis 
(CITP) is described. A linear detector response was found 
in the concentration range 50�500 and 40�120 µmol.l-1 for 
CZE and CITP, respectively. The limit of detection (3S/N) 
as found by CZE and CITP was 3 and 2 µmol.l-1, respec-
tively, and the limit of quantification (10S/N) 10 and 
5 µmol.l-1, respectively. Based on the analysis of 10 si-

lage samples, the accuracy of both methods was com-
pared using the calculated regression equation: 
cCZE = (1.22 ± 0.05).cCITP � (0.6 ± 0.5), r = 0.962. CZE 
afforded a higher concentration of lactic acid than CITP 
(P < 0.05) while no significant difference was observed for 
the determination of all other acids. The developed CZE 
method separates all acids in less than 7 min and thus it 
could become preferred for the routine examination of 
changes in lactic acid concentration. 

Na�ím klientem je nadnárodní výrobně-obchodní společnost se zaměřením na potravinářský 
průmysl. V současné době pro ni hledáme vhodného kandidáta  
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